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Kinetic Property of Polyphenol Oxidasd | PPOL in Pteridium 
aquilinum var . latiusculum 
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Abstract[] This paper is an analysis on the kinetic property of polyphenol oxidasé] PPO[] in Pteridium aq- 
uilinum|] L.[] Kuhn. var. latiusculum|] Desv.[] Underw. The result shows that[] by using the catechol as 
the substrate[] the most suitable pH value and temperature for this enzyme is at 7.4 and 25°C. respectively[] 
and it will be rapidly inactivated if the temperature goes above 60°C. The kinetic equation is v = 619.08 
O SIM 0.031 4] SO and Vel] Sodium D-isoascorbate[] NaHSO;[] L-Cys can completely inhibit PPO ac- 
tivityL] saturated NaCl can remarkably inhibit PPO activity[] while sugar and SDS have activating effect on 
PPO. This enzyme can catalyze the oxidization of catechol and 1[] 2[] 3-hydroxyphenyl[] and has higher 
affinity to 1[] 2[] 3-hydroxyphenyl. 
Key words[] Pteridium aquilinum var. latiusculum|[] Polyphenol oxidas¢] PPO[T] Kinetic property 
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2 结果 与 讨论 
2.1 不 同 酶 促 反 应 时 间 的 反应 产物 吸收 光谱 

图 1 所 示 为 第 2、4、6、9、11、12 次 扫 
描 的 吸收 光谱 。 连 续 12 次 扫描 的 有 关 结 果 
见 表 1. 

由 图 1 可 知 ，PPO 催化 的 邻 茶 二 酚 反 应 
产物 在 可 见 光 范 围 有 一 个 明显 吸收 峰 ， 且 不 
同时 间 扫 描 得 到 的 吸收 光谱 特征 相似 。 结 合 
表 1 看 出 ， 酶 促 反 应 10 min 内 ， 即 前 4 次 扫 
描 所 得 到 的 Amax 值 没 有 变化 ， 均 为 415 nm, 
这 与 苹果 梨 PPO 的 Amax 相同 ( 毕 阳 等 ， 

Dees 2001). ifi 38 5 KERE, Amex 值 从 416 

nm 增加 到 第 11. 12 次 扫描 时 的 423 nm, JH 
时 酶 促 反 应 时 间 已 达 25 min 以 上 。 这 说 明 随 酶 促 反应 时 间 的 延长 (也 就 是 扫描 次 数 的 增 
加 )， 反 应 产物 在 可 见 光 范围 内 的 吸收 峰值 ， 即 Amax 也 在 不 断 增 大 ， 向 长 波 方向 偏 移 。 

表 1 中 的 0.D 值 1 是 用 吸收 光谱 中 的 最 大 吸收 波长 Àmax 在 表 中 所 示 的 酶 促 反 应 时 间 
测 得 的 吸光 度 值 ; 0.D 值 2 是 固定 用 415 nm 波长 在 表 中 所 示 的 酶 促 反应 时 间 测 得 的 吸光 
度 值 。0.D 值 1、0.D 值 2 随 酶 促 反应 时 间 的 延长 ， 表 现 出 的 变化 规律 相似 ， 均 表现 出 先 
逐渐 增 大 ， 而 后 又 逐渐 减 小 。 先 逐渐 增 大 ， 说 明 酶 催化 生成 产物 量 随时 间 延 长 在 逐渐 增 
多 。 由 于 PPO 能 催化 邻 共 二 酚 转 变 成 柄 ， 醒 进一步 聚合 ， 最 后 生成 黑色 素 。 醒 的 进一步 

合 ， 无 需 酶 的 催化 可 自动 进行 ， 因 此 当 PPO 催化 生成 醒 这 一 产物 后 ， 醒 会 自动 进一步 
向 结构 更 为 复杂 的 黑色 素 形成 方向 转化 ， 所 以 酶 促 反 应 至 一 定时 间 后 ，0.D 值 会 因 产物 的 
转化 出 现 减 小 趋势 。 由 此 可 知 ， 随 酶 促 反 应 时 间 的 延长 ， 产 物 在 可 见 光 范 围 内 的 吸收 峰 
值 ， 即 xmax 不 断 增 大 ， 向 长 波 方向 偏 移 ， 也 是 因 醒 的 自动 聚合 ， 向 黑色 素 形成 方向 转化 
造成 的 。 


absorbance (O.D) 





wavelength (nm) 


A1 连续 扫描 的 Amax (& & O.D 值 变化 
Table 1 Changes of Amax and O. D value at continuous scanning 

扫描 次 数 及 时 间 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Scanning sequence 2'20” 4'40" 7'00” 920" 11'40 14'00 16'20 18'40" 21'00" 23'20" 25'40" 28'00" 
and time 

Àmax (nm) 415 415 415 415 416 416 417 417 417 419 423 423 
0.D 值 1 (Amax) 0.404 0.548 0.650 0.724 0.770 0.791 0.788 0.765 0.730 0.685 0.636 0.544 
0.D 值 2 (415 nm) 0.404 0.548 0.650 0.724 0.770 0.791 0.786 0.763 0.728 0.681 0.633 0.532 

一 一- 一 -一 一 0 





2.2 PPO 的 反应 速度 曲线 

由 图 2 看 出 ， 随 反应 时 间 延 长 ， 单 位 时 间 内 产物 生成 量 在 减少 ， 也 就 是 酶 促 反应 速度 
在 逐渐 减 小 。 但 在 60 s 以 内 的 产物 生成 量 与 反应 时 间 近 似 呈 线性 关系 ， 基 本 能 反映 酶 促 反 
应 的 初速 度 ， 同 时 60 s 时 间 也 能 满足 实验 操作 的 需要 ， 所 以 选用 测定 酶 促 1 min 时 的 0.D 
值 来 表示 酶 活性 高 低 。 
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2.3 pH PPO 活性 的 影响 


AT 研究 表明 (BL3), BSS B RENE) RGE 
Zog pH (829 7.4, DES PPO 的 最 适 pH 值 7.2 相 
[M i ( 乔 旭 光 等 ，1997)。 当 pH 降 至 4.0 BF, Bi 
2 53 活性 只 相当 于 pH 7.4 时 活力 的 12.3%. DEBBIE 
Š 低 pH 值 可 有 效 抑制 PPO 活性 。 


CH 
° 


60 120 180 240 300 360 2.4 温度 对 PPO 活性 的 影响 
none 图 4 说 明 PPO 的 最 适 反应 温度 为 25% ,与 
图 2 PPO 肥 应 速度 曲线 无 核 白 葡萄 PPO 的 最 适 温度 20% 相 近 ( 林 向 东 
Greg 4$, 2000). fE 15° ~ 40% 范 围 内 表现 较 高 活性 ， 
但 30C 以 上 温度 酶 活性 表现 下 降 趋势 。 结 合 图 5 所 示 结 果 可 清楚 看 出 蕨 菜 多 酚 氧 化 酶 的 
热 稳定 性 差 。60% 以 上 温度 处 理 60 s 活性 只 有 未 进行 热处理 活性 的 29% ， 处 理 2 min 后 只 
有 约 20% T5 ETE. wu Ak 30 s， 活 力 就 降 至 未 处 理 时 活性 的 20% ，2 min 后 降 至 10% 
UF. want, 90°C 处理 30 s 后 活力 均 降 至 1096 F, AM 1 min 后 活力 基本 消失 。 因 
此 ， 和 采用 短 时 高 温 的 热处理 方法 钝 化 多 酚 氧 化 酶 的 活性 是 十 分 有 效 的 。 
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图 3 PPO 活性 与 pH 关系 图 4 PPO 活性 与 温度 关系 
Fig. 3 Relationship between PPO activity and pH Fig. 4 Relationship between PPO activity and tempreature 


2.5 底 物 浓度 对 PPO 的 影响 


以 邻 蘑 二 酚 为 底 物 ， 按 照 中 间 复合 物 学 说 ， 米 氏 方程 为 "= ER] ul, 


Km e 1 l ` Ez 1 1 A N qe -s, 1 
V max [S] + V max? PERAR R- 3 r J) EAR TALIA Z7 EOS 7- = 5.0013 x 10 rs] 
*1.6153 x 10”， 相 关系 数 Y= 0.9940。 因 而 得 出 Vmax = 619.08 u, Km = 3.0962 x 10°? mol 


L's RMN RM PPO 动力 学 方程 为 :v= EBS, 


2.6 PPO 催化 不 同 底 物 反应 的 产物 吸收 光谱 及 酶 活性 差异 

图 6 表明 PPO 催化 邻 葵 二 酚 与 另外 3 种 底 物 转变 的 产物 的 可 见 光 吸收 光谱 有 明显 差 
异 ， 前 者 有 明显 吸收 峰 (入 = 415 nm) ， 后 者 皆 无 明显 吸收 峰 。 这 是 由 于 PPO 催化 不 同 底 物 
转变 的 产物 差异 造成 的 。 从 表 2 看 出 PPO 催化 不 同 底 物 的 活性 差异 较 大 ， 愈 创 木 酚 、L - 
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酷 氨 酸 不 是 藤 菜 多 酚 氧 化 酶 的 适宜 底 物 ， 而 邻 茶 二 酚 、 焦 性 没食子 酸 是 酶 的 适宜 底 物 。 这 
与 张 淑 改 等 〈1999) 、 毕 阳 和 欧阳 春光 (2001) 的 报道 相 一 致 。 
1.500 


== 1,2,3-hydroxyphenyl 
1.125 —*- catechol 





a = 
> a —e- 2-methoxyphenol 
s ° —c L-tyrosine 
° % 
@ Š 0.750 
E Es 
z 2 
s 9 
2 SN 0375 
o 
a 
o 
0.000 
0 30 60 90 120 150 180 400 450 600 750 800 
time (s) wavelength (nm) 
图 5 PRO 的 热 稳定 性 图 6 不 同 底 物 反 应 产物 的 吸收 光谱 
Fig. 5 PPO Changes of PPO activity at different temperature Fig. 6 Absorption spectrum of the reaction products with 


different substrares 


X2 PPO 催化 不 同 底 物 的 酶 活性 
Table 2 PPO activity with different catalytic substrates 





底 物 4828 — 焦 性 没食子 酸 愈 创 木 酚 L- MAR 
Substrate catechol 1, 2, 3-hydroxyphenyl 2-methoxyphenol L-tyrosine 
PPO 活性 PPO activity 412.7 690.7 16.8 12.7 
相对 活性 /% Relativity activity/% 100 167.4 4.1 3.1 


HE: 表 中 酶 的 相对 活性 : 以 邻 茶 二 酚 为 底 物 的 酶 活性 为 100， 另 外 3 PEED AY RE TS ESD 9153 48 35 — B) 29 J RR IT E 
相 比 ， 得 相对 活性 (96), Note: The enzyme activity is 100 with the catechol as the substrate; Relative Activity is obtained by 
comparing the enzyme activity values with other three substrates to the enzyme activity value with the catechol as the substrate. 


2.7 抑制 剂 、 激 活 剂 对 PPO 活性 的 影响 

由 表 3 H[AH, Ve, Pë Vc 4M. NaHSO,. L-Cys 皆 表 现 出 极 强 的 抑制 效果 。 其 中 Ve 5 
Ve 钠 一 方面 是 抑制 多 酚 氧 化 酶 本 身 的 催化 作用 ， 同 时 又 能 还 原 PPO 形成 的 产物 醒 为 酚 ， 
并 且 还 能 消耗 反应 体系 中 的 氧 。 而 NaHSO, 与 L-Cys 能 与 醒 类 形成 无 色 的 聚合 物 ， 又 都 是 
醒 的 还 原 剂 。 因 此 这 4 种 抑制 剂 有 极 强 的 抑制 作用 ， 这 与 文献 报道 的 基本 相同 (和 孔 繁 东 
等 ，2000; 毕 阳 和 欧阳 春光 ，2001; 林 伯 年 等 ，1997)。 茶 甲酸 钠 可 能 是 因 使 反应 体系 的 
pH 值 升 高 而 影响 到 PPO 活性 。EDTA-Na 可 能 是 与 酶 分 子 中 Cu" 络 合 而 抑制 酶 活性 ( 张 淑 
改 等 ，1999)。 饱 和 NaCl 也 能 较 强 抑制 酶 活性 。 蘑 糖 、SDS 对 酶 有 一 定 激活 作用 ， 尤 其 是 
10% 的 蔗糖 激活 效果 显著 ， 这 其 中 机 制 还 有 待 进 一 步 探讨 。 因 此 ， 使 用 适当 浓度 的 抑制 剂 
来 抑制 PPO 的 活性 是 控制 酶 促 褐 变 的 有 效 途径 之 一 。 
2.8 BRS PPO 与 不 同 来 源 PPO 的 主要 酶 学 特性 的 比较 

FERRE PPO SRA PPO ( 毕 阳 和 欧阳 春光 ，2001)、 无 核 白 葡萄 PPO ( 林 向 东 等 ， 
2001), 、 华 北 落 叶 松 PPO ( 张 淑 改 等 ，1999) #2 PPO ( 乔 旭 光 等 ，1997) SS PPO (FL 
繁 东 等 ，2000) 及 梨 和 莲 藉 的 PPO ( 林 伯 年 等 ，1997) 等 主要 酶 学 特性 进行 比较 ， 可 以 看 
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03 00000000 PPOD D tl 
Table 3 ` Effect of inhibitors and activators on PPO activity 
1000000 CK Ve O Vel] NaHSO; 0000 OQ Mal EDTA LCys SDS 
Inhibitors and Compare Vitamin C Sodium Sodium Sodium Sugar Sodium -Na L-Cyseine Sodium 
activators D-isoascorb bisulfite benzoate chloride dodecyl 
-ate sultate 
0000000 0 1% 1% 1% 1% 10% | [] 0.590 0.3% 0.1% 
Contents 
PPO [] [] 431.1 0 1.4 0 402.6 544.1 208.1 349.7 1.6 460.5 
PPO activity 
LB U D 796 100 0 0.32 0 93.4 126.2 48.3 81.1 0.37 106.8 
Relativity activity/ 96 
UDUDUDUDUDDD cg0O0000 100000000000000000000 cKUUOOUO0O00000 
O el ` Note[] Relative Activity in the table[] taking the CK enzyme activity as 100[] obtain the Relative Activity values by comparing 





the enzyme activity values with different inhibiting agents or activating agents to the CK enzyme Relative Activity value respectively. 
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